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SUMMARY

The Polymerase Chain Reaction (PCR) is a technique
for the in vitro amplification of specific DNA sequences by
the simultaneous primer extension of complementary
strands of DNA.

PCR must be regarded as the most important advance
in the life sciences to take place during the last decade. Its
applications is being extended to wide variety of biological
and medical disciplines. In this review, recent developments
in methodology of the PCR are presented.
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OZET

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), laboratuar
sartlarinda spesifik bir DNA pargasinin, primer baglanimi
ve uzamimi yolu ile DNA dan komplementer iplikgigin
olusturulmasi esasina dayali bir ¢ogaltma teknigidir.

Molekiiler biyolojide son 10 yilda kat edilen en 6nemli
adim olarak kabul edilen PZR. uygulama alani olarak gerek
biyoloji ve gerekse hekimligin bir ¢ok alaminda hizla
yavgilasmaktadir.

Bu derleme ile PZR kullanimi konusundaki gelismeler
dzellikle son aragtirmalar dikkate alinarak 6zetlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: PZR (Polimeraz zincir
reaksiyonu), prensip

GIRIS

Yeni bir ylzyla girdigimiz su ginlerde bilim
dinyasindaki bas dondurlici gelismeler insanligin
hizmetine yeni yeni teknolojik gelismeler sunmaktadir.

Ozellikle kiiresellesmeden s6z edilen ginimizde
bir Ulkenin bilimsel gelismelere katkisinin o tlkenin
gelismisgligi ile dogrudan iliskili oldugu pek cok kez
belirtilmistir.

Enfeksiyonlarin erken, kesin ve guvenilir
teshislerinde genetik diizeyde manipulasyonlara 30-35
yil dncesinden baslanmis olmasina karsin, son 5-10
yil icinde Batida yapilan calismalar sayesinde pratige
konan biyoteknolojik yontemler oldukga vyararl
bulunmus ve konvansiyonel tekniklerin bosluklarini
doldurulmaya ve gideriimeye baslandigi bildirilmistir
(Barker 1994, Arda 1995).

Molekiler tabanli tani ydntemi, klasik ve
amplifikasyona dayali yéntemler olarak iki ana baslikta
incelenmektedir (Barker 1994, Bilgehan 1992,
Chamberlain ve ark. 1988, Coote 1990, Caglayan
1991, Steffan ve Atlas 1991).

A. Klasik Yontemler

Hibridizasyona dayali nulkleik asid prosedurleri
son yillarda medikal sahada teshis metodu olarak
genis bir kullanim alanina sahip hale gelmistir. Bunun
baslica nedenleri konvansiyonel metotlarla bakteriyel,
viral ve paraziter etkenlerden ileri gelen bazi enfektif
durumlarda kullanilan immunolojik ve bakteriyolojik
testlerin Gnemli olgide yanhs negatif veya pozitif
sonuclar vermesi, ozellikle immunolojik teknikler ile
yapilan teshislerde, antijenlere karsi olusan capraz
reaksiyonlar ve aktif enfeksiyonla, gegiriimis ya da
latent enfeksiyonun ayriimasindaki guclikler ve
standardize ayraclarin gerekliligi gibi spesifik
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dezavantajlara sahip olunmasidir.

Klasik yontemler arasinda sivi faz hibridizasyon,
kati faz hibridizasyon ve in situ hibridizasyon
yontemleri yer alir (Dedyurin ve ark. 1962, Matthews
ve ark. 1991).

Klasik yontemler disindaki ydntemler gogaltma
yontemleri olarak adlandirilabilir. Bunlar;

B. Amplifikasyon (Cogaltim) Teknikleri

a)Prop gogaltim teknikleri

a.1. QB Replikaz yéntemi: QB replikaz enziminin
200 niikleotidlik bir zinciri, 1012 katina 13 dakikada
ulastirlma hizindan yararlanilarak bu uygulanan bir
yontemdir.

a.2. Ligaz Zincir Reaksiyonu (LZR; LCR): Tek
zincir DNA (zerine yanyana hibridize olan iki probun,
DNA ligaz enzimi ile birbirine baglanmasi ve
cogaltiimasi temeline dayanir.

b)Sinyal gogaltim teknikleri: Niikleik asidin farkli
boélgelerine baglanan ¢ok sayida problarla isaretlerin
sayisinin arttinlmasi seklinde ifade edilmektedir.

c)Hedef nikleik asit cogaltim teknikleri: Bu
tekniklerin duyarliliginin ¢ok yiliksek olmasi sayesinde
isaretli problarin kullanimina gerek kalmadan basit
boyama yodntemleri ile sonuca gidilebilen ancak
karmasik olmalar nedeniyle standardizasyonunun gug¢
oldugu metotlardir.

c.1. Self-Sustaining Sequance Replication
(3SR): Transkripsiyona dayali ¢ogaltma sisteminden
yola ¢ikilarak gelistirilen bir yéntemdir.

c.2. Standart Displacement gogaltim (SDA):
[zotermal sartlarda yiiriitilen bu yéntemle, spesifik
primerler, DNA polimeraz ve endonikleaz kullanilarak,
bir nikleik asidin iki saatte yaklagik 107 katina kadar
cogaltilabilen bir yontemdir (Saiki 1985).
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POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PZR)

PZR, ilk defa 1983 yilinda Karry Mullis tarafindan
gelistirilen ve tek bir nikleik asidi bile gésterebilecek
kadar gicli olan bu g¢ogaltma islemi ile bir DNA
dizisinin ¢ok kisa strede (birkag saat igerisinde) birkag
milyon defa ¢ogaltimina izin veren in vitro enzimatik
bir metottur. Insan ve hayvanlarn genetik
hastaliklarinin  ortaya cikarnimasindan enfeksiyoz
hastaliklarin teshisine, adli tiptan ekolojiye ve gida
kontroline kadar pek ¢ok alanda kullaniimaktadir.
Reaksiyonda, in vitro olarak DNA veya RNA da bilinen
spesifik sekanslar, oligonukleotid primerler
kullanilarak, 1siya dayanikli bir DNA polimeraz enzimi
yardimi ile cogaltilmaktir. PZR ile ¢ift iplikgikli ya da
tek iplikgikli DNA ve “ters transkripsiyon™ islemi
vasitasiyla DNA'ya donusturilen RNA'dan amplifiye
edilebilir (Acuno ve ark. 1993, Allard ve ark. 1990,
Arda 1995, Bej ve ark. 1990, Bej ve ark. 1991,
Caglayan 1991, Cetinkaya 1998, Day ve ark. 1990,
Direnzo ve ark. 1996).

PZR'NIN GALISMA PRENSIBI

PZR bir ¢ogaltma yontemi olmasi nedeniyle PZR
oncesi ve PZR sonrasi islemlerden olusur. PZR
Oncesinde, materyalin PZR igin inhibitér olan
maddelerden (protein gibi) arindirimasi ve nikleik
asidin ekstraksiyonu, PZR sonrasinda ise gogaltimis
nikleik asidin analizi gerekmektedir. PZR'nin
temelini, hedef DNA'dan izole edilen veya patolojik
materyallerde bulunan hedef genetik materyallerin
(DNA veya RNA), kisa zincirli oligoniikleotid primerleri
ve isiya dayanikli DNA polimeraz (Taq, Tth vs.) enzimi
yardimi ile in vitro kosullarda cogaltiimasi teskil
etmektedir. Caligilan genetik materyal, cok az sayida
(tek bir mikrobiyel DNA sekansi) bulunsa bile veya
diger farkli DNA'lar arasinda olsa bile, bu yéntemle,
bunu 2-3 saat icinde milyon kere gogdaltmak ve sonra
da cesitli yontemlerle tanimlamak olanaklidir (Géral
1996, Guay ve ark. 1993, Muay 1990, Mulis ve
Faloona 1987).

Bir PZR ortaminda;

1- Aranan hedef DNA parcalari,

2- Oligonikleotid primerler

3- Termostabil (1siya dayanikli) DNA polimeraz
(Taq polimeraz veya digerleri)

4- Dort tar ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
bulunmasi gerekir (Erlich ve ark. 1992, Jackson ve
ark. 1993).

DNA amplifikasyonunda, DNA polimeraz enzimi,
kopya edilmesi amaclanan hedef DNA sarmalinin
icerdigi bilgileri kullanarak, DNA molekulinin bir
kopyasini Uretir. Bu reaksiyon primer adi verilen ve
hedef DNA'yi tamamlayici olan spesifik olarak
baglanan tek iplikli kiuglk sentetik oligonikleotitler
tarafindan baslatilir.  Primerler spesifik bir dizi
icerisindeki kisa nikleotid siralanindan meydana
gelirler. Hedef bdlgenin uglanna baglanarak DNA
bélgesinin simirlanini belirlerler. Sekanslar 5 ve 3'
seklinde iki uca sahip olup, ¢ogaltma surekli olarak
S'ucundan 3' ucuna ve primerlerin yerlestigi bélgenin
tersi yonunde gerceklesir. Yeni sekillenmis olan
sarmal, orijinal hedef DNA'dan denatlrasyon yoluyla
ayrihr ve primer hibridizasyonu, DNA sentezi ve

denatiirasyon siklusu tekrar edilir (Direnzo ve ark.
1992, Taylor 1993).

Bu 6n hazirliklardan sonra PZR, denatlrasyon
(ayrisma), primerlerin baglanmasi (hibridizasyon ya da
annealing), polimerizasyon (sentez) olarak
adlandinlan 3 asamanin farkh ve kontrolli sicaklik
kosullarinda tekrarlanmasindan ibaret olup, bu g
basamak beraber tam siklusu olustururlar. Bu islem
25-30 defa tekrar edilerek Uzerinde calisilan hedef
DNA'nin milyonlarcasinin dretilmesi hedeflenir (Innis
ve ark. 1988, Topkins 1992).

PZR oncesinde kullanilacak c¢esitli marazi
maddelerin inhibitorleri de icerecedi séz konusu
olacagindan &ncelikle, 6rnek DNA'nin saflastiriimasi
gereklidir. Ekstraksiyon yontemlerinde Ornek
materyale, aranan nikleik asidin blyikligine ve
yapisina gore farkli uygulamalardan bahsedilmekte
olup, her aragtirmaci kendisine, kullandigi 6rnege ve
laboratuar  kosullarina  uygun  modifikasyonlarini
belirlemektedir (Erlich ve ark. 1991, Hangen 1990,
Lee ve Chang 1994).

Ekstraksiyon Yontemleri

Ekstraksiyon, bu is icin ayrilmis bir laboratuarda
kontaminasyona karsi alinmis o6nlemler altinda
gerceklestirilmelidir (Lawyer ve ark. 1989).

Glnumuzde Fenol ekstraksiyon etanol
presipitasyon metodu, Snounou metodu, Wataya
metodu, Chelex metodu, Sodyum fosfat metodu ve
Dondurma-Cézdirme metodu kullaniimakta olup, bu
metodlar iginde en yaygin olarak Fenol ekstraksiyon
etanol presipitasyon ve nispeten Dondurma-
Coézdirme metodlan kullaniimaktadir (Coote 1990,
Lawyer ve ark. 1989).

Hedef DNA'nin Denatiirasyonu

Butin gerekli materyaller ¢ok kigtik miktarlarda
mikrosantriflij (Eppendorf) taplerine konduktan sonra
Ozel 1s1 blogu (Thermal cycler) gozlerine yerle%tirilir.
Cihaz otomatik olarak sicakligi 90-95 “C'ye
ylkselterek bu 1sida hedef DNA'larin fiziksel
denatiirasyonu nikleik asidin iki iplikgigini bir arada
tutan Hidrojen baglarinin kinlmasiyla birbirlerinden
ayirmak suretiyle saglar. Dontsimllu bir reaksiyon
olan denatirasyon icin, materyalin turiine gore
degismek Uzere ortalama 1-2 dakika gibi bir sure
yeterli olmaktadir (Marx 1988, Saiki ve ark. 1985).

Hibridizasyon

Ayarlanmis olan slure sona erdikten sonra,
ortamda bulunan iki tdr primerin, her birinin
komplementeri oldugu tek iplikgikli hedef  DNA
uzerindeki spesifik bolgelere baglanmasi igin,
programlanan Isi blogu, sicakligi 37-65 0C‘g,re indirir.
Bu baglanma islemi su sekilde gerceklesir;
primerlerden biri kendine ait 5" ucu hedef DNA ‘lardan
birinin 3" ucu ile, diger primer de, ikinci tek iplikgik
DNA’nin antiparalel olan diger ucunda bulunan 3’
ucuna baglanarak, DNA polimeraz'in ¢alisma y&nine
uygun olarak (5° — 3') badlamirlar. Bu islemlerin
tamamlanmasi yaklasik 0.5-1 dk. sirer. Bu basamak
icin gerekli olan 1s1 ve sirenin uzunlugu primerlerin
nikleotid yapisina, primerlerin uzunluguna ve PZR
karisimindaki konsantrasyonlarina baghdir.
Hibridizasyon isisi genellikle primerlerin erime 1sisinin
5 °C altinda olup 55-65 °C’lerde en iyi sonucu verir.
Yuksek 1sinin kullaniimasi  yanlis  niikleotidlerin
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primerlerin 3' uglarina baglanmasini énler. Isi disiik
tutuldugunda ise non-spesifik kiigik DNA fragmentleri
olusur (Steffan ve Atlas 1991, Virella 1997).

Polimerizasyon

Baglanma suresi bltlnce programlanan 1si blogu
sicakligi hemen 70-72 Cye cikararak tupler iginde
bulunan ve 1siya dayanikl olan Taq polimeraz enzimi
veya diger polimerazlar aracihg: ile, primerlerin 3’
dizisine nikleotidlerin yerlesmesini saglar. Boylece
hedef DNA sekansinin bir kopyasi elde edilir. Bu
basamak 1-2 dak. siirmektedir. Sentez siresi hedef
sekansin uzunluguna ve konsantrasyonuna baghdir.

Bu safhalar, 1sinin tekrar 35 °C ‘ye yiikseltiimesi
ile yenilenerek 25-30 kez tekrarlanmasi durumunda
tek bir hedef DNA segmenti, 2" formiiline gére,
yaklasik 33.6 milyon defa cogaltiimis olur. PZR
amplifikasyon igleminin etkinliginde 4 faktér énemli rol
oynar. Birincisi PZR reaksiyonundaki déngt sayisidir.
Siklus sayisi arttikga, enzimin tanimasi gereken
nikleotidlerin sayisinin fazla olmasi neticesinde, ge¢
PZR sikluslarinin erken sikluslara oranla daha az etkili
olmasidir.  Ikinci énemli faktér, cogaltilacak hedef
DNA  miktandir. PZR reaksayonu yiksek
konsantrasyonda hedef DNA (>10) intiva eden
numunelerle q:allsrldlgmda disik
konsantrasyondakilere (<10%) nazaran daha disuk
dizeyde bir gogaltimla neticelenir. Ugiincii faktér,
hedef DNA sekansinin uzunlugudur. PZR'in etkinligi
ile sekans uzunlugu arasinda ters orantili bir iligki
mevcuttur. Dérdlnct onemli faktér ise primer
baglanmasi ve hibridizasyon icin kullanilan sicaklik ile
ilgilidir.  Hibridizasyon isisi ile PZR'nin spesifitesi
arasinda pozitif bir iliski mevcuttur. Yiksek isida
PZR'de 6nemli bir problem olarak kendini gosteren
yanlis hibridizasyonun olugsma ihtimali kdcuktir
(Penner ve ark. 1993, Perssing 1991, Reubel ve
Studdert 1998).

PZR REAKSIYON KARISIMI

PZR'de kullanilan énemli bilesenler; hedef DNA,
Tag DNA polimeraz, primerler, deoksintkleotitler
(Adenin, Timin, Guanin, Sitozin) ve Mg iyonlaridir.

Hedef DNA Kaynaklan

Genomik DNA iceren kan, gaita, lenf yumrular
gibi her tirli doku ve organ, viicut sivilar ve tek bir
sag gibi pek ¢cok materyal kullanilabilir. Hatta binlerce
yilik mumyalardan elde edilen DNA dahi PZR igin
kalip olarak kullanilabilir

PZR'in en buyuk ozelliklerinden biri, amplifiye
edilecek hedef DNA'nin gerek kalitatif ve gerekse
kantitatif olarak yiiksek bir formda olmasina ihtiyac
duyulmamasidir. Hedef &rneklerin hazirlanmasinda
deterjanlar (Noritet, P40, Tween 20 ve/veya Trion
X100, vs.) hiicre membranlarinin pargalanmasi igin
kullaniimakta olup, hiicresel proteinlerin
ayristinlmasinda da proteinaz K kullaniimaktadir.

PZR'da Kullanilan Primerlerin Segimi

Tekrarlanan dizilerden olugsmayan, sentetik olarak
kolayca hazirlanabilen ve 15-40 oligonikleotidden
olusan primerler, kullanim amaglarina gére degisiklik
gostermektedirler. Buna goére; primerlerin (zerinde
bulunan baz siralari, sadece hedef DNA (zerinde bir
bdlgede bulunmali, baska yerlerde veya baska hedef
DNA sekanslarinda bulunmamalidir. Primerlerin
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yapisinda %50-60 kadar G+C bazlan bulunmasi,
hedef DNA ile daha kuvvetli baglarin kurulmasina
yardimci olur. Ayrica béyle birlesmeler, ylksek isida
olusturulan c¢ogaltma sirasinda goérilebilecek non-
spesifik baglanmalar da azaltir (Saiki ve ark. 1988,
Saiki ve ark. 1989, Triglia ve ark. 1988).

Primer konsantrasyonu ise 0,1-0,5 uM olarak
tavsiye edilmistir. Yiksek konsantrasyonlan “primer
dimer" adi verilen spesifik olmayan bantlarin
olusumuna yol agmaktadir. “Primer dimer’ler klglk
DNA drdnleri olup primerlerin birbirleriyle baglanmasi
ya da DNA polimeraz enziminin spesifik olmayan
nikleotidleri  kullaniimayan  primerlerin  uglarina
baglamasi neticesinde olusan bantlardir. Oldukga
duyarli olan PZR'da dikkat edilecek en onemli
hususlardan bir digeri de primerlerin sira ve sayisidir.
Primerler secilirken dikkat edilmesi gereken hususlar
asagidaki gibi siralanabilir:

1- Primerlerin ortalama uzunlugu genel olarak
prokaryotikler icin 18-22 nlkleotitden, ékaryotikler igin
ise 24-28 nikleotidden ibaret olmalidir. Bazi spesifik
teknikler icin bu kurallar gecerli olmayabilir (31) (Orn:
Random Amplifiye Polimorfik DNA= RAPD teknigi
icin primer uzunlugu 8-10 niikleotit olmalidir).

2- Primerlerin  spesifikligi cesitli sekillerde
saptanmalidir:

a- Uzun primerler spesifiteyi artirir.

b- Hibridizasyon sicakligi yikseltilerek spesifik
olmayan hibridizasyonlarin dniine gegilebilir.

3- A-T ve G-C oranlari yaklasik %50 veya hedef
DNA dakine benzer olmalidir.

4- Primerler surekli olarak 5 ucundan 3'ucuna
dogru sentezlenmeli ve yaziimalidir.

5- Primerlerin PZR reaksiyonundaki
konsantrasyonlan 0,1-0,5 uM arasmda olmalidir.

Primerler kullaniimadiginda -20 °C'de swvi kalan,
amonyakda uygun olarak depolanabilir. Kullanmadan
dnce amonyaklan kurtarmak igin bu stok sollisyonun
1-5 pl'si 95 °C’de 3 dak. isitilir. Primerlerin saklanma
slresi, sivi igerisinde en az 1 yil, liyofilizasyondan
sonra 24 aydir (Saiki ve ark. 1989).

Polimeraz Enzimleri

Escherichia coli DNA polimeraz I'in Klenow
fragmenti  PZR'min  baslangic  calismalarinda
kullaniimigtir.  Bu enzim 1siya duyarli olup, ylksek
isilarda denatlre olur. Bu ylzden her PZR siklusu
sonucunda taze enzimden yeniden ilave edilmesini
gerektirir. Bu da para ve zaman kaybina neden
olmaktadir. Bu problem sicak su kaynaklarinda
yasayan, termofilik bir bakteri olan, 1siya karsi ok
dayanikll Thermus aquaticustan DNA polimeraz
enziminin elde edilmesiyle ortadan kalkmistir. Tag
polimeraz olarak adlandirilan bu enzim 95 °C'ye varan
sicakliklarda yapisini korumaktadir. Enzim  PZR
déngtlerinin tam bir serisinde bastan sona aktif
kalabilir. Bu enzimin maksimum aktivitesi 72 °C'dir.
Fakat denaiurasyon isisinda  zayif bir etkinlik
gosterdigi, 70-80 Cde 30-65 baz/saniye olan
ekstensiyon hizinin 55 C'nin altinda ve 85 °C'nin
Ustinde ©nemli oranda distigh ve aktivitesinin
yarnlanma émrinin 100 °C'de 5 dakikanin altinda iken
95 ‘C'de 40 dakikaya ciktigi bildirilmistir. Taq
polimeraz, polimerizasyon sirasinda ekzonikleaz
aktivitesine sahiptir. Ayrica, bu enzimin kullanildig:
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sicakliklarda, oligonikleotid primerlerinin baglanmaya
meyilli olduklar yerlerden bagka yerlere baglanmalar
onemli derecede azaldigindan, PZR'Iin seciciligi ve
duyarliigi Taq polimeraz sayesinde artmistir. DNA
polimeraz icin dnerilen miktar 1.0-2,5 U/100 ul olup
miktar astigi takdirde spesifik olmayan Grinler
sekillenebilecegdi, enzim miktan disik oldugunda ise
istenilen  Urlnin  sentezin yetersiz  olabilecegi
belirtiimektedir.

Son vyillarda farkli bakteri tirlerinden izale,
identifiye ve purifiye edilen bir ¢ok termostabil
polimeraz enzimi denenmistir. Bunlar arasinda
Thermococcus  literalis'ten  izole edilen Vent
Polimeraz, Thermus thermophilus'tan Tth polimeraz,
Pyrococcus furinsus'tan pfu polimeraz ve Thermotoga
maritimadan da Tma polimeraz enzimleri sayilabilir.
Vent polimeraz enziminin 3-5' ekzonukleaz aktivitesi
yanlighklar dizeltme o6zelligi bulunmakta, ortamda
fazla dNTP'lerin ve MgCl iyonlarinin bulunmasi
durumunda, Taq polimerazdan daha iyi bir etkinlik
gostermektedir. Bu enzimin yari 6mrl de daha
uzundur. Tth polimerazda ¢ok spesifik olup DNA'ya
bagli DNA polimeraz aktivitesi yanisira, RNA'ya
bagimli DNA polimeraz akfivitesi de (reverse
transkriptaz)  bulunmaktadir. Bu yénden Tth
polimerazin Taq polimeraza Ustinligi bulunmaktadir.
Dfu polimeraz enzimi de termostabil olup, DNA
sentezleme kapasitesinin Taq polimerazdan on iki
kez daha fazla oldugu ve ayrnica hata yapma
olasiiginin ise daha disik oldugu aciklanmistir.
Ancak, vyiksek 1s1  yonunden etkinligi, Taq
polimeraz'dan daha geride kalmaktadir (Erlich ve ark.
1991, Innis ve ark. 1988, Lawyer ve ark. 1989).

Deoksintikleotid Trifosfatlar (ANTP’ ler)

Nukleotitlerin PZR karigimindaki
konsantrasyonlari 20-200 uM olmali ve 4 niikleotit de
ayni oranda kullaniimalidir. Hedef olmayan alanlarda
yanlis primerlesmeyi azaltmak igin hedef (target)
sekansin uzunlugu ve bilesimi i¢in uygun olan en
disuk dNTP konsantrasyonu kullanimaldir ve
boylece yanlig baglanmis nikleotidlerin uzama ihtimali
azalir. Nukleotidlerin  duslk konsantrasyonlarda
kullaniimasi PZR'nin spesifisitesini artirir.
Nukleotitlerin optimal konsantrasyonlarini tespit etmek
icin amplifiye edilecek wrinin uzunlugu, MgClz ve
primer konsantrasyonlarn dikkate alinmaldir dNTP'ler
—20 °C'de cgalisma gozeltilerinin 100 kati yogun
konsantrasyonlarda saklanabilirler (Bilgehan 1992,
Verhasselt 1992).

Diger Reaksiyon Elemanlari

PZR reaksiyon karigiminda 0,5-2,5 mM MgCl;
olmasi da gereklidir. Mg iyonlari enzim aktivitesine,
primer baglanmasina, DNA erime isisina etki eder.
dNTP'lerin yiiksek konsantrasyonlari magnezyumu
baglar ve bundan dolayi mevcut magnezyum
konsantrasyonu azalir. Eger ylksek konsantrasyonda
dNTP'ler kullamiliyorsa magnezyum
konsantrasyonunun da arttinlmasi gereklidir. PZR icin
onerilen tampon 10-50 mM Tris-HCI(pH 8.3-8.8) olup,
tampona 50 mM kadar KCI'nin de ilave edilmesi
primer bagdlanmasini kolaylastirmasi agisindan s6z
konusu olabilir. Amcak fazla miktarda KCI'nin Taq
polimeraz enzimini inhibe ettigi gdz énune alinmalidir.

Tween 20 gibi iyonik olmayan deterjanlar jelatin
ya da si@ir serum albimini (100 g/ml) Taq
polimerazin stabilizasyonu amaciyla kullamilabilir
(Perssing 1991).

Eski model termal bloklarin dizaynindan meydana
gelebilecek buharlasmanin énlne gecilmesi amaciyla,
PZR karnsiminin Gzerinin mineral yag ile kaplanmasi
unutulmamalidir. Mineral yagin kullaniimasi ayni
zamanda c¢apraz kontaminasyonun énlenmesinde de
yardimci  olur. Yadlar reaksiyon sirasinda sl
transferini  engelleyeceginden  fazla miktarda
kullaniimasindan kaginiimasi zorunludur. Bu amagla
100 wl'lik reaksiyon karisimina 70 ul, 50 ul" lik
karisima ise 40 ul mineral yag ilave yeterlidir
(Perssing 1991, Steffan ve Atlas 1991). Yeni model
termal bloklar reaksiyon tiplerini Ustten 1sitti@r igin
mineral yag kullanimina olan gereksinimi buyik
olctide kaldirmistir.

PZR SONUGLARININ GOZLEMLENMESI

PZR reaksiyonu sonucunda belirli uzunlukta bir
veya birden fazla DNA pargaciklan elde edilir. PZR ile
primerlerin sinirladigr  ¢ogaltilmig Granlerin  sekans
uzunlugu bilindiginden, cogaltiimis ardnin
uzunluklarina gore aynistinlmasi amaci ile en yaygin
olarak kullanilan metot, bu drtnleri uygun molekdl
agirliktaki bir marker (bilinen kontrol bantlar) ile birlikte
Ethidium bromide ile boyali agaroz jel Uzerine
yiikleyerek, elektrik akimi uygulandiginda negatif
yUklG DNA'nin nétral pH'da anoda dogru hareketi
esasina dayali elektroforez iglemine tabi tutmak ve
sonucgta ayrilan bantlan UV transluminatér ile gozle
gorulur bir hale getiriimesidir. (Boya UV 1s1g1 ile
floresans verir ve Jeller elektroforezisten sonra da
boyanabilir). Bunun yani sira bu teknikten daha
duyarl fakat hazirlanmasi ve kontrolli daha zor olan
Poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) metodu da
kullanilabilir. PAGE isleminden sonra olusan bantlar
bazi tekniklerle (6rn: AgNOs ile boyama ydéntemi)
boyanarak goézle gérilebilir hale getirililer. Her iki
teknikte de (agoroz jel elekroforezis ve PAGE) urtinler
molekiler agirhklarina gore ayrnimlanirlar. PAGE,
ozellikle kuglik DNA fragmentlerinin  (5-500 bp
uzunlugunda) ayniminda agaroz jel'e oranla daha
etkilidir. Ayrica PAGE'den elde edilen DNA oldukca
saf olup degisik amagclarla kullanilabilir. Buna karsilik
Agoroz jel elektroforez sonucu elde edilen DNA
cogunlukla inhibitérler tarafindan kontamine edilir.
Agaroz jel elektroforez dikey olarak PAGE ise yatay
olarak gerceklestirilir. Ethidium bromide'le boyama
tekniginin  sekans  spesifitesi zayiftir.  Cunkd,
istenmeyen ve ilgisi olmayan DNA'nin amplifikasyon
bantlarini ortaya koyamamaktadir. Ozgiin olmayan
DNA'lar da amplifiye olabileceginden 6zgin olmayan
bant analizleri ile tam olarak belirenmemektedirler ve
kontrol gruplar kullanilsa bile yine de sorunlar ortaya
¢ikmaktadir.

Yukarndaki metotlara ilaveten PZR driinlerinin
analizinde, Southern blot veya Dot blot prosedurleri
gibi radyoaktif olmayan spesifik problarin kullanildig
ve ¢ok daha duyarli olan yéntemler de gelistiriimistir.
Bu metotlarin radyoaktif metotlara gdre birgok
avantajlari olmasina ragmen ¢cok zaman almalarn ve
uygulamalarinin  zorlugu nedeniyle kullanimlarin
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sinirlamaktadir (Coote 1990, Cetinkaya 1998, Taylor
1993, Tompkins 1992).

Cogaltilmis Granleri (amplikon) saptamada, son
yillarda, radyoaktif olmayan problarnn kullanimasi
yoninde bir egilim bulunmaktadir. Ornegin; biotin ve
digoxigenin ile isaretlenmis problari hazirlamak daha
kolay ve daha wuzun silrede kullanma olanagi
saglamaktadir (Coote 1990, Cetinkaya 1998).

PZR’'NIN MODIFIKASYONLARI

PZR, duyarlilk ve spesifisitenin arttinimasi
aranan genetik materyalin RNA oldugu durumlarda ya
da farkli amagclar icin modifiye edilmistir. Bunlardan
onemli olan metotlarin ¢alisma mekanizmalari
asagida bildirilmistir (Allard ve ark. 1990, Bej ve ark.
1990, Cetinkaya 1998, Day ve ark. 1990, Sineo ve
ark. 1993, Taylor 1993, Van Belkum 1994, Ucan
1997).

Inverse (Tersine D6nmis) PZR

Bu teknik, bilinen nikleotit dizilerinin bitisiginde
bulunan fakat bilinmeyen nikleotidlerden olusan DNA
sekanslarinin  ¢ogaltiminda kullanilir.  Bilinmeyen
sekanslar, tersine gevrilerek ice alindid! icin bu adla
tanimlanmaktadir. Burada cift iplikcikli hedef DNA
uygun bir restriksiyon enzimi ile kesilerek, iki tarafta
yapiskan uglar olusturulur ve amplifikasyon isleminden
once DNA ligaz ile gember halinde yeniden baglanir.
Primerler, normal PZR'dekinin tersi istikametinde yani
ice dogru degil disa dogru sentezlenir.

Asimetrik PZR

Hedef = DNA'nmin  sadece  bir iplikgiginin
amplifikasyonuna yonelik ve farkli oranda primerler
kullanilarak yapilan bir polimeraz zincir reaksiyonudur.
iki asamada gerceklestirilir. Tek iplikcikli DNA'yi, bir
PZR Griniinden kiclk miktarda (%1-2) alarak, ve tek
primeri 15 ile 30. sikluslar arasinda kullanmak sartiyla,
PZR sikluslarinin tekrar edilmesiyle elde etmek
mumkundur. Tek iplikcikli DNA kullanilmasi primerlerin
hibridizasyonunu kontrol altinda tutmak acisindan
avantajlidir.

Yatik PZR

Bu teknigin esasini morfolojik olarak saglam
hiicre ve dokularin DNA'sinin amplifikasyonu
olusturur. Yontem, parafinlesmis veya uygun
ortamlarda saklanan dokular igin gelistirilmistir. Bir lam
uzerinde tespit edilmis ve morfolojik olarak saglam
hicre veya doku ornekleri hedef DNA (veya mRNA)
kaynagi olarak kullaniir. Lam dzerine, proteaz
solisyonu ilave edilerek dokulardaki proteinler giderilir
ve %0,5 Nonidet P40'la da permeabilitesi artirilir.
Sonra (zerine c¢ogaltimda gerekli olan c¢ozeltiler
(primerler 4 tir dNTP, MgCl ve diger solisyonlar)
konur ve Ulzerine bir lamel kapatildiktan sonra
kenarlari yapiskan bir madde ile sabitlestirilir. Bu
asamadan sonra, lam aliminyum bir kaba konarak 1si
bloguna yerlestirilir. Ortalama 60 °C'de Taq polimeraz
ve mineral yag ilave edilerek lamel hemen kaldirilir.
Sonraki iglemler, standart PZR'da oldugu gibidir.

Coklu PZR

Bu modifikasyonda; farkli hedef DNA'larin birden
fazla primer cifti kullanarak ayni amplifikasyon
reaksiyonunda cogaltiimasi s6z konusudur ve insan
genomunda  bulunmasi  olasi  farkli  genetik
materyallerin saptanmasi amaciyla gelistirilmistir.
Multiple patojenler icin pahaliya mal olan testlere gore,

farkli hedef DNA'larin ayni cogaltma reaksiyonunda
ortak-gogaltimi, ayrica sekanslarin cogaltilabildiginin
internal kontrolleri gibi ilave avantajlara sahiptir.
Burada primerlerin ve hedef DNA'larin dizayninda
bazi noktalarin géz 6niinde bulundurulmas: gereklidir.
Ornegin hedef DNA'larin benzer uzunlukta olmalari,
¢ok kisa olanlarin cok uzun olanlara oranla daha fazla
cogaltiimalarinin  6nlemesi acgisindan 6nemlidir. Bu
teknik daha c¢ok cevreden alinan numunelerde (su,
toprak vs.) degisik organizmalarnn arastirnimasi
yonunden faydali ve pratiktir. Birden fazla patojenin
ayni anda g¢ogaltiimasi saglandigindan tercih edilen
bir yontemdir.

Nested PZR

Iki asamali amplifikasyon reaksiyonuna sahip bu
test de 4 farkli primer kullanilir. Her iki periyot da,
takriben 25 c¢ogaltma dongisi ile gerceklestirilir.
Nested PZR'in kullanilmasi teknigin duyarlilik ve
spesifisitesini énemli olgciide yiikseltir. Reaksiyonun
cok yiksek duyarliiga sahip olmasi, primerlerin 2
ciftinin ilk periyot Grintnin spesifisitesini kanitlamasi
bu birinci periyot triniin yeni reaksiyon karisimi icine
transferi ile orijinal kalipta bulunan olasi inhibitérlerin
dilue edilmesi Nested PZR'in avantajlarini olusturur.
Ozellikle gaita gibi drneklerden hedef DNA'nin  iyi
kalitede ve istenilen oranda elde edilmesi zor
oldugundan, Nested PZR ile daha iyi sonuglara
ulasilabilir. Keza bu yéntemin standart PZR'dan 1000
kat daha fazla duyarli oldugu da bildiriimektedir.

Bununla birlikte nested PZR galisma materyali
kontaminasyon riskini artirir. Nested PZR tek tlp veya
iki tip seklinde uygulanabilir. Tek tip amplifikasyonun
da kullanilan musterek bir yoéntem reaksiyon
komponentlerinin, mineral yagin kalin bir tabasi ile
fiziksel seperasyonuna dayandirilir. Cogaltmanin ilk
periyodundan sonra fiziksel barrier santrifigasyonla
uzaklastinlarak, ilk periyot da ¢ogaltilan triint nested
primerleri kullanarak yeniden c¢ogaltir. Baska bir
yontem de ilk periyot ve nested PZR primerleri igin
farkli hibridizasyon sicakliklari kapsar. Tek tip
reaksiyonunun avantaji gapraz-kontaminasyon riskini
oldukca azaltmasidir. Bununla birlikte bu ¢ift tip
metodundan teknik olarak daha komplex olup, ayni
zamanda da uygulamasi daha zordur.

Reverze transkriptaz PZR (RT-PZR)

Bu yontemde, bazi viruslarin (hepatitis C,
enfluenza virusu, picorna virusu ve digerleri) RNA
karakterindeki genetik materyallerini amplifiye etmek
ve yari 6émru kisa (sistein, sitokin, hormon gibi)
proteinlere ait mesajlarin tespiti amaglanmaktadir.
Genetik materyal olarak RNA tasiyan
organizmalardan hazirlanan RNA, ters-transkriptaz
enzimi  kullanilarak  complementer (c)DNA'ya
donustirtlir ve PZR reaksiyonunda kullanilir. Ancak
dokulardan bozulmamis RNA elde edilmesi, dokularda
mevcut olan aktif ribontkleazlardan ve RNA'nin
degisime meyilli yapisindan dolayi, olduk¢ca zor ve
problemlidir.

Kantitatif PZR

Standart PZR, genellikle kalitatif bir karakter tasir.
Son yillarda gelistilen yeni PZR teknikleri ile
¢ogaltilan hedef DNA'nmin miktari hakkinda bilgi
verebilecek  dizeye gelinmistir. Bu  ydntem,
reaksiyona baslangigta konulan hedef DNA miktari ile,
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PZR sorunda saptanan drinin dizeyi arasindaki
linear korelasyonun bulunup bulunmadigini ortaya
koymaktadir.

Booster PZR

Bu metod disiuk miktarlarda mevcut olan hedef
sekanslarin etkili bir sekilde cogaltiimasini saglamak
icin gelistirilmistir. Booster PZR “Primer-dimer’lerin
olusumunu azaltir.

RAPD-PZR (Random Amplified Polymorphic
DNA)

RAPD-PZR AP-PZR (Arbitrarily Primed PZR)
olarak da bilinir. Standart bir PZR varyasyonu olmakla
birlikte, o©zellikle tir identifikasyon calismalarinda
tercih edilen ve 8-10 nukleotid uzuniugunda tek bir
primere ihtiyag duyulan bir PZR modifikasyonu olarak
tanimlanmaktadir.

PZR teknigi molekuler biyolojide bir devrim
yapmis ve pek c¢ok yeni uygulamalari beraberinde
getirmis ve sonuc olarak yeni modifikasyonlarin da
gelistirilebilecegini akla getirmektedir. PZR tekniginin
laboratuarlarda rutin olarak kullaniimasi bakteri,
mantar, virls ve parazit gibi bir ¢cok mikroskobik
etkenlerden ileri gelen enfeksiydz hastaliklarin
teshisinin cabuk ve dogru olarak bulunmasi sonucu,
zamaninda uygulanan tedavi, asi ya da imha edilmesi
enfeksiydz hastaliklarin yayilmasini énleyecek ve bu
durum oOzellikle hayvancilik sektorinin  verimliligini
artiracaktir.
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